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Beschreibung 



^^^^^^^^^^^ 1- » «■« t — * Medltement 

weist. Zur Erzielimg etner effizienten Hemmuna efne ^ 1 o ^ ^ mindes,era 25 Basen auf- 

das komplemerrtarzu BereL^nT^l^^^^^^r"^ h8nde,te6 ^ um *» RNA-Mdekfll, 
aton bewirtd. Diese HemmunWn ^^^,r^ 9m ^^^^ eHe ^9^f^^ 
« ^ngenodervire^ 

in die Zelle eingebracM warden die miS. Anb-Sinn-RNA muS nachteiligerweise in einer Menoe 

bekannten AnS^re^'^^^ ^ die ** "™ * ^ VvlrksarnkeH <£ 

S^fe^ RNA (dsR^, wd 

» tiven Mittel enthalt. Die dabei verwenWdsRNIA b^Jh. ? J^^T^" Komptexe8 mit e,nem oberfiachenak- 
onne deflnierte Basensequenz. 0^^^^ IT Nukleinsaureslnzetefrangen 
™flenmiteinanderein,soda^ 

zifische dsRNA in die Zellen eimebrachi wM^S^*™ tenn ^emmtwerden. we ™ nicrrt-sequenzspe- 
* verrnehrung gebemmt w^Z 2d ^115^71?^' ^ ,nduWton ^ lnterfe ™' vvodurchdie vlrul 
[0005] Rre,re1^TSSE «i n^!!. W ^ d ' 8 ^^^"^ dieses VBrfehrer* fet gering. 

Wlrksamkeit hemmt. Es wfrd die Auflalsm vSeten £ ^^11 ^f 88 "" d,eses Sena mit einer hohen 
Zellen dea Fedenwurma nicht auf dem A^intS Sm c h ^* iamtei « * r verwendelen dsRNA in 
ten der dsRNA bzw. dun* ale ^^^^^^ZTr^ ?TT ^en^f- 

Keser Bereich «t jedocb nS^ern^nS^m^in^ W6tet *»" ^P^ngigen Bereicn auf. 

dun* eine Poly^CGC ^ZT^l^ *1 ^'^^^ngigen Bereich handelt es sich um eine 
dient sequenz erzeugte seibstkomplemertare Faitung, welche der Stabilislerung des MotokOfe 

zur Herateiiung einea Moments bzw. W^^^^^^^Z ^'^^eVen^ndung 
pwiO] aeaeAii^bevMrddurehdieMerkrrialederAnsDruchei 32 <a «i , m H,^ . — ... 

werdenkarm.EnteprechendeOllgoribomildeoWa^^^ 

[001* Insbeaondere dsRNA nj einer JSSSjSo SEEiT^ttrS? - ^"^t warden, 
nen Zellen beatimmte zellulare MecbanismerTz B JSIrI^ P f r8n h ^SerzeMen und huma- 

fQhrt zum Verscnwinden des duZ23lS£tJ ^T^S* Pro,einkina88 ^ *» 2-5A-Sy St em. Das 
» Dadurch wird die Proleinbic^yn^n der S^b^Strl!^^ ^ '^rferenzeffekfes. 
Erfindung beseiBgt. ' 26,16 D,0C,<,erL ln8besondere *es« Nacfrteil wird durch die vorttegende 

[0014] Weftertiln 1st cfle Aufhahme von dsRNA mit kiirzer Kof»oms™» * , „ 

langencettlgen dsRNAs deutlich erteicrrtert Kelteniinge in die Zelle bzw. in den Zellkem geoenuber 
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[0015] Es hat sich als vorteilheft erwiesen, daft die dsRNA in rrrioellare Strukturen, vorzugsweise in Liposomen, 
voriiegt Die dsRNA kann glelchfalls in virale natQriiche Kapside Oder In auf chemischem oder enzymatiscrtem Wag 
hergestellte kunstiiche Kapside oder davon abgelertet© Strukturen eingeschlossen sein. - Die vorgenanrrten Merkmale 
ermdglichen eln Einschleusen der dsRNA in vorgegebene Zielzellen. 

s [0010] Das zu hemmende Gen wird zweckmaftigerweise in eukaryontischen Zellen exprimiert. Das Zielgen kann 
aus der folgenden Gruppe ausgewahtt sein: Onkogen, Cytokln-Gen, Id-Protein-Gen, Entwicklungsgen r Priongen. Es 
kann auch in pathogenen Orgarrismen, vorzugsweise in Plasmodien, exprimiert warden. Es kann Bestandteil eines, 
vorzugsweise human pathogenen, Virus oder Viroids sein. - Das vorgeschlagene Verfahrenerrnoglicht die Herstellung 
von Mitteln zur Therapie genetisch gestetierter Krankheiten, zB. Krebs, viraler Erkrankungen Oder Morbus Alzheimer. 

io [0017] Das Virus oder Viroid kann auch ein tier- oder planzenpathogenes Virus oder Viroid sein. In diesem Fail 
eiiaubt das erfindungsgema&e Verfahren auch die BereitsteOung von Mitteln zur Behandlung von Tier- oder Pflenzen- 
krenkheiten. 

[0018] Nach einem weiteren Ausgestaltungsmerkmal 1st die dsRNA abschnlttswel se doppelstrangig ausgebildet Die 
Enden derdsRNA konnen mod ifiziert werden, urn einem Abbau in derZelle oder einer Dissoziation in die Einzelstrange 

is entgegenzuwirken. Eine Dissoziation tritt insbesondere bei Verwendung niedriger Konzentrationen oder kurzer Ket- 
tenlangen auf. Zur besonders wirksamen Hemmung der Dissoziation kann der durch die Nukleotidpaare bewirkte Zu- 
sammenhalt der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, weltere chemische VerknOp- 
fung/en erhoht werden. - Eine erfindungsgemafte dsRNA, deren Dissoziation vermindert ist v weist eine hdhere Stabilitat 
gegen enzymatischen und chemischen Abbau in derZelle bzw. im Organismus auf. 

20 [0019] Die chemische Verknupfung wird zweckma&igerweise durch eine kovalente oder ionische Bindung, eine Was- 
serstoffbrucken bindung, hydrophobe Wechsefwirkungen, vorzugsweise van -d er-Waalsoder Stapeiu ngswechse iwi r- 
kungen, oder durch Metall-lortenkoordination gebildet Sie kann nach einem besonders vorteilhaften Ausgestaltungs- 
merkmal an mindestens einem, vorzugsweise an beiden, Ende/n hergesteilt werden. 

[0020] Es hat sich we'rter als vorteilhaft erwiesen, dad die chemische Verknupfung mlttels einer oder mehrerer Ver- 
26 bindungsgruppen gebildet wird, wobei die Verbindungsgnjppen vorzugsweise Poly-(oxyphosphirticooxy-1 ,3-propan- 
diol)- und/oder Polyethylenglycol-Ketten sind. Die chemische Verknupfung kann auch durch in der doppelstrangigen 
Struktur anstelle von Purinen benutzte Purinanaloga gebildet werden. Von Vorteil ist es femer, daft die chemische 
Verknupfung durch in der doppelstrangigen Struktur eingefQhrte Azabenzoleinheiten gebildet wird. Sie kann aufierdem 
durch in der doppelstrangigen Struktur anstelle von Nukleotiden benutzte verzweigte Nukleotidanaloga gebildet wer- 
30 den. 

[0021] Es hat sich als zweckmafiig erwiesen, daft zur HersteDung der chemischen Verknupfung mindestens eine 
der folgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; blfunktionelie Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-chlorethyl)-amin; N- 
acetyl-N'-(p-glyoxylbenzoyl)-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. Femer kann die chemische Verknupfung durch an den 
Enden des doppelstrBngigen Bereichs angebrachte Thiophosphoryl-Gruppen gebildet werden. Vorzugsweise wind die 

35 chemische Verknupfung an den Enden des doppelstrangigen Bereichs durch Tripelhelix-Bindurtgen hergesteilt. 
[0022] Die chemische Verknupfung kann zweckmfiftigerweise durch ultraviolettes Licht Induzlert werden. 
[0023] Die Nukleotide der dsRNA konnen modrfizierl sein. Dies wirtct einer Aktivierung einer von doppelstrangiger 
RNAabhanglgen Proteinklnase, PKR, inderZelleentgegen. Vorteilhafterweise ist mindestens eine 2 1 -Hydroxylgruppe 
der Nukleotide der dsRNA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2*- 

40 Amino- Oder eine 2-Methylgruppe, ersetzt Mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang der doppelstrangigen 
Struktur kann auch ein sogenanntes "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2 , «O l 4 -C-Methylenbruk- 
ke, chemisch modifizierten Zuckemng sein. Vorteilhafterweise sind mehnere Nukleotide "locked nucleotides". 
[0024] Nach einer weiteren besonders vorteilhaften Ausgestaltung ist vorgesehen, daft die dsRNA an mindestens 
ein von einem Virus stammendes, davon abgeleitetes oder ein synthetisch hergesteiltes vi rales HQIIprotein gebunden, 

46 damit assoziiert oder davon umgeben wind. Das HQIIprotein kann vom Polyomavlrus abgeleitet sein. Es kann das 
Hullprotein das Vims-Protein 1 (VP1) und/oder das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthalten. Die Verwendung 
derartiger HuilproteJne ist z.B. aus der DE 196 18 797 A1 bekannt. - Die vorgenanrrten Merianale erieichtert wesentiich 
das Enfuhren der dsRNA in die Zelle. 

[0025] Vorzugsweise ist bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes aus dem HQIIprotein die eine Selte 
so zum Inneren des Kapsids Oder kapsidartigen Gebildes gewandt Das gebildete Konstrukt ist besonders stabil. 

[0026] Die dsRNA kann zum primfiren oder prozessierten RNA-Transkript des Zielgens komplementar sein.- Die 
Zelle kann eine Vertebrafenzelle oder eine menschJiche Zelle sein. 

[0027] Es konnen mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs In die Zeile elngefQhrt werden, wobei ein 
Strang jeder dsRMA zu mind est abschnittsweise komplementar zu jeweils einem von mindestens zwei verschiedenen 
65 Zielgenen ist. Dadurchist es moglich. gleichzeitigdie Expression mindestens zwei verschiedenerZielgenezu hemmen. 
Urn die Expression einer von doppelstrangiger RNA abhangigen Proteinkinase, PKR, in der-ZeOe zu unterdrucken, ist 
eines der Zieigene vorteilhafterweise das PKR-Gen. Dadurch kann die PKR-AktMtat in der Zelle wirksam unterdrQckt 
werden. 
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■ * 51?* ubenBBC * OTd Saze'fft, OaG eine solche dsRNA steh els Medikamerrt zur Hwr^ng 

der Express.cn ernes vorgegebener, Gens in Siugerzelten tow. in einem pflanzenpathcgenen Virus oTr Vte^kZt 

■ H B H!L V f S 7 r M , att9 f be d8r Erfndun ? di8 durch eine Verwendung eines Oligeribonukbotids 

eines Medika merits zur Hemmung der Expression eines voraegebenen Gens Bei einer Verwsnrhinn h«bwa ^ 
'° ^ Hemmung im Vergleich zur Verwendung einzelstrang^gcnbcnu^sX Z^lTu 

[MM] Nach wetterer Mafigabe der Erfindung wlrd die Aufgabe gelost durch die Verwendung eines Vektors mil den 

[0032] Nachfolgend werden anhand der Rguren Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung naher ertautert. Es zeigen: 

die schematise Darsfeilung eines Plasmidsfurdie/n ^Transkriptton rntt T7- und SP6-Pdymemse, 
Fig. 2 RNA nach Elektrophorese auf einem 6%igen Polyacrylamidgel und Ethidiumbromidfarbung, 

R9 ' 3 ^7 D ^"^ rad ^ erRN ^ Tran * ript8nach etaemOTHjan Pdyacrytarrddgel 

mil 7 MHamstoffmfttBls eines ■Instant Imagers" und rw-ywnougw 

Fig. 4 a - e Texas- Rot- und YFP-Fluoreazenz in murinen FibroUasten. 
Ausfuhrungsbeispiel 1: 

30 

[0033] Die Inhibition derTranskription wurde durch sequenzhomologe dsRNAin einem in wfro-Transkriottons^Am 

35 HersteDuno der Matrteermlasmida- 

|S _** Ve ^"ng bei der enzymatischen Syrrthese der dsRNA wurde das in Fig. 1 dargestellte Plasmid kon- 

ISS^Srl l^^^ 0 " 8 ^ d " Rrma Prome 9 a - "adiBon. USA als DNA-Matrize durchgefOhrt JBrmZ 
verwendeten Primer errthiett die Sequenz einer EcoRI-Schnittatelle und des T7-RNA-Polvmeras&^mmn^ra non^i 

ZZZZEZTf S8 ! UenZP ^!° k0 " Nr 2 Dart3ter hi ™* beide Primer an ihren 

™ i,.!^ TOCh Herstel| eranBaben durchgefOhrt. In einem Volumen von 100 ul wurden 1 5 mM MnOta 
200 pW dNTP, je 0.6 pM Primer. 2.5 U JS^NA-Polymerase und etwa 100 W^ZS^. + !%£ £ 

22 i h A T PBfik8t, °? In 30 ZyWen VCn * 60 Sekunde " Denaturierung bei 94°C. 60 SeS " W 5^ 
urterhalb der bereohneten Schrr«tzternperatur der Primer und 1.5 - 2 Minuten Pd^rtaZw^^J™ 
S^p^ymerteation yon 5 Minuten bei 72>C wurden 5 pJ des Rem^sai^^^i^Z 
anatysiert Die binge des so ampBfizierten DNA-Fragmerrtes betrug 400 Basenpaare vX^To b^S^ 

emeuter Aufr^rugung zur Lgeton rntt einem eberrfalls durch CcoRI und fiemHI hydrorysfarten pUC18 Veldor «^ 

^ SS?^ dem T7- und am 3'^nde von dem SPS-Promotor flanWerl wird. Durch Unearisierung del PtosmU. 
rrat Barm kann es m wtro mit der T7-RNA-Polymerase zur /urwfl'-TranskriptJon einer 340 NukJeofide leSenT^ 
o^enzprotokoilNr^ I dargesteitten. eiraelstrangigan RNA**^3KE S MMlrtS 

^TJ^" T I r f r,Pton ^ ^ SP ^-F^ymerese eingesetzt werden. wccefTZpS^rSe^ 
entsteht Entaprechend dem zuvor dargestelten Verfahren wurde auch eine 23 Nukteolide CSJS. 
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Dazu wurde eine in Sequenzprotokoll Nr. 4 dargestellte DNA uber die EcoRI und BamHI-Schnlttstellen mit dem pUC18 
Vektor llglert. 

[0035] Als DNA-Matrize furdie in vitro-Transkription mit HeLa-Kemextrakt wurde des Plasmid pCMV1 200 konstruiert. 
Dazu wurde eln 1191 bp grofies EcoRI/BamHI-Fragment derlm HeLaScribe® Nuclear Extract In vitro TranskriptlonsWt 
s enthaltenen Positivkontroll-DNA mittels PCR amplifeiert Das amplifizierte Fragment umfafit den 626 bp groflen "un- 
mittelbar frOnen 11 CMV-Promotor und eln 363 bp groGes transkribierbares DNA-Fragment. Das PCR-ProduW wurde 
liber T-Oberhang'-Ugation mit dem Vektor pGEM-T ligieri Am 5'-Ende des Fragments 1st eine BemHI-Schnittstelle. 
Das Plasmid wurde durch Hydrolyse mit BamHI linearisiert und als Matrize zur rurwtf-Transkription eingesetzt. 

io in wfro-Transkription der komplementaren Einzelstranqe: 

[0036] pCMV5~Plasmld-DNA wurde mit EcoRI bzw. BamHI linearisiert. Sie wurde als DNA-Matrize fOr eine In vttro- 
Transkription der komplementaren RNA-Einzetstrdnge mit SP6- bzw. T7-RNA- Polymerase verwendet. Dazu wurde 
das "Rlboprobe in vitro Transcription 11 System der Firma Promega, Madison. USA eingesetzt Nacfi Herstellerangaben 
is wurden 2 jxg linearisierte Plasmid-DNA in 100 p} Transkriptionspuffer und 40 U T7- oder SP6-RNA- Polymerase 5 - 6 
St linden bei 37°C inkubiert. Anschliefiend wurde die DNA-Matrize durch Zugabe von 2,5 p) RNese-freler DNase RQ1 
und Inkubatton fQr 30 Minuten bei 37°C abgebaut. Der Transkriptionsansatz wurde mit HjO auf 300 |J auljgefullt und 
durch Phenolextraktion gereinigt. Die RNA wurde durch Zugabe von 150 pJ 7 M Ammoniumacatat und 1125^1 Ethanol 
gefallt und bis zur Hybridisierung bei -65° C aufbewahrL 

20 

HereteDung der RNA-Doppelstrflnge: 

[0037] Zur Hybridisierung wurden 500 \i\ der in Ethanol aufbewahrten und gefailten elnzelstranglgen RNA abzentrl- 
fugiert. Das resuttierende Pellet wurde getrocknet und in 30 jxl PIPES-Puffer, pH 6,4 in Gegenwart von 80 % Formamid, 
26 400 mM Nad und 1 mM EDTA aufgenommen. Jewells 15 |il der komplementaren Einzelstringe wurden zusemmen- 
gegeben und fQr 10 Minuten auf 85°C erhJtzt. Anschliefiend wurden die Ansatze bei 60°C Qber Nacht Inkubiert und 
auf Raumtemperatur abgekuhit. 

[0036] Bei der Hybridisierung wurden nur annahernd aquimolare Mengen der beiden Einzebtrange eingesetzt Da- 
durch enthielten die dsRNA-Praparationen einzelstrangige RNA (ssRNA) als Kontamination. Um diese ssRNA-Konta- 

30 minationen zu entfemen, wurden die Ansatze nach der Hybridisierung mit den einzelstrangspezifischen Ribonukleasen 
RNase A aus Rinderpankreas und RNase T1 aus Aspergillus oryzae behandelt RNase A ist eine fur Pyrimidine spe- 
zlfische EndoribonuWease. RNase T1 ist eine Endoribonuklease, die bevorzugt auf der 3'-Selte von Quanoslnen 
schnekJet dsRNA ist kein Substrat fur diese Ribonukleasen. Fur die RNase-Behandlung wurde zu den Ansatzen in 
300 uJ Tris, pH 7,4, 300 mM NaCi und 5 mM EDTA 1,2 jxl RNaseA in elner Konzentration von 10 mg/ml und 2 jjj 

3$ RNaseTI in einer Konzentration von 290 jig/ml zugegeben. Die Ansatze wurden 1 ,5 Stunden bei 30°C inkubiert. Da- 
nach wurden die RNasen durch Zugabe von 5 ]xl Proteinase K in elner Konzentration von 20 mg/ml sowle 10 \i\ 20%iges 
SDS und Inkubation fur 30 Minuten bei 37°C denaturiert. Die dsRNA wurde durch Phenol-Extraktion gereinigt und mit 
Ethanol geffillt. Um die VoUstfindigkelt des RNase- Verd aus Uberprufen zu kdnnen, wurden zwei Kontrdlansdtze mit 
ssRNA analog zu den Hybridisierungsansdtzen behandelt. 

[0039] Das getrocknete Pellet wurde in 15 jd TE-Puffer, pH 6,5 aufgenommen und auf einem 6%igen Gel einer 
nativen Polyacrylamidgelelektrophorese unterzogen. Das Acrylamidgel wurde anschliel&end in einer Ethidiumbromid- 
idsung gefarbt und in einem Wasserbad gespult Fig. 2 zeigt die auf einem UV-Transilluminator sichtbar gemechte 
RNA. Die auf Spur 1 aufgetragene sense- und die auf Spur 2 aufgetragene antisense-RHA zeigten unterden gewahlten 
Bedingungen ein anderes Laulverhalten als die auf Spur 3 aufgetragene dsRNA des Hybridisierungsansatzes. Die auf 

46 den Spuren 4 bzw. 6 aufgetragene RNase-behandelte sense- bzw. antlsense-RNA erzeugte keine sichtbare Bande. 
Dies zeigt, daS die einzelstrangigen RNAs vollstandig abgebaut wurden. Die auf Spur 6 aufgetragene RNase-behan- 
delte dsRNA des Hybridisierungsansatzes ist resistent gegenQber der RNase-Be hand lung. Die im nativen Gel Im Ver- 
gleich zu der auf Spur 3 aufgetragenen dsRNA schneller wandemde Bande resuttiert aus dsRNA, die frei von ssRNA 
ist Neben der domlnierenden Hauptbande treten nach der RNase-Behandlung schwdchere, schneller wandemde 

so Bandenauf. 

in vfrp-Transkriptions-Test mrt menschlichem Zeilkernextrakt 

[0040] Unter Verwendung des HeLaScribe® Nuclear Extract in vitro Trans kriptionskits der Firma Promega, Madison, 
65 USA wurde die Transkriptionseffizienz des oben angegebenen, im Plasmid pCMV1200 enthaltenen, zur "positive con- 
trol DNA n homologen DNA- Fragments in Gegenwart der sequenzhomologen dsRNA (dsRNA-CMV5) bestimmt. Au- 
tterdem wurde der EinfluG der nichtsequenzhomologen , dem ° Gelb fluoreszierenden Protein" (YFP)-Gen entsprechen- 
den dsRNA (dsRNA-YFP) untersucht. Diese dsRNA war analog zur seguenzhomologen dsRNA hergestellt worden. 
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resOspendiertZuiedemAnMt^^lTin Das , Pelte,wurde1 5 M.nuten im Vfekuum getrocknel und in lOuJhUD 



Spur 1 : ohne Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 

Spur 2: 60 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 

Spur 3: 50 ng Matrizen-DNA, 0 P 5 fig dsRNA-YFP; 

Spur 4: 50 ng Matrizen-DNA, 1 ,5 ng dsRNA-YFp' 

30 Spur 5: 50 ng Matrizen-DNA, 3 pxg dsRNA-YFP; ' 

Spur 6: 60 ng Matrizen-DNA, 5 jig dsRNA-YFP; 

Spur 7: ohne Matrizen-DNA, 1 ,5 dsRNA-YFP- ' 

Spur 8: 50 ng Matrizen-DNA, ohne dsRNA; 

Spur 9: 50 ng Matrizen-DNA, 0,5 m dsRNA-CMV5; 

36 S P ur 10: 50 ng Matrizen-DNA, 1 ,5 pig dsRNA-CMV5- 

Spur ii: 60 ng Matrizen-DNA, 3 fig dsRNA-CMV5" 

Spur 12: 50 ng Matrizen-DNA, 5 M dsRNA-CMV5; 



^ *v£^r^ — « ***** o.er 

NA-YFP. Die PosttMconlmHe in Spur 2 zeigt^* bdl^^ **' 

ntemue zurCctaufDhrerT "* " Uf &nan neUBrt, 3 en - dun* die dsRNA bedingten Mecha- 
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Ausfuhrungsbeiapiel 2: 

[0043] AIb Testsystem fur diese in wi/u-Experimente diente die murine Fibroblasten-Zellinte NIH3T3, ATCC CRL- 
1658. Mlt Hilfe der Mikroinjektion wurde das YFP-Qen In die Zellkerne eingebrachL Die Expression des YFP wurde 
s unter dem EinfluB gteichzeitig mittransfizierter sequenzhomdoger dsRNA untereucht Diese dsRNA-YFP ist Qber eine 
L&nge von 315 bp zum 5*-Bereich des YFP-Gens homolog. Die NukJeotidsequenz eines Strangs der dsRNA-YFP ist 
in Sequenzprotokoll Nr. 5 wiedergegeben. Die Auswertiing unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgte 3 Stunden nach 
Injekiion anhand der grun-gelben Fluoreszenz des gebildeten YFP. 

io Konstruktion des Matrizenpiasmids and Herstellung der dsRNA: 

[0044] Als Matrize fur die Herstellung der YFP-dsRNA mittels T7- und SP6-//J vffro-Transkription wurde eln Plasmld 
nach dem gleichen Prinzip wie im AusfQhrungsbeisplel 1 beschrleben konstruiert. Das gewGnschte Qenfragment wurde 
unter Verwendung des Primers Eco_T7_YFP gemafi Sequenzprotokoll Nr. 6 und fla/n_SP6_YFP gemaB Sequenz- 
15 protokoll Nr. 7 mittels PCR amplifiziert und analog zu der obigen Beschreibung zur Herstellung der dsRNA verwendet. 
Die erhaltene dsRNA-YFP ist identisch mit der in Ausfuhrungsbeispiel 1 als nicht-sequenzspazifische Kontrolle ver- 
wendeten dsRNA. 

[0045] Es wurde elne am 3-Ende der RNA gemaB Sequenzprotokoll Nr. 8 uber eine C1 8-Linkergruppe cherrtisch 
mlt dem 5 ( -Ende der komplementaren RNA verknQpfte dsRNA (L-dsRNA) hergestellt. Dazu wurden mlt Disulfkj-BrQk- 

20 ken modifizierte Synthone verwendet. Das 3 -terminate Synthon ist uber den 3'-Kohlenstoff mit einer aliphatischen 
Unker-Gruppe Qber elne Disuffidbrticke an den fasten Trager gebunden. Bei dem zum 3-terminalen Synthon des einen 
Oligoribonukleotids komplementaren 5 -terminalen Synthon des komplementaren Oligoribonukleotids ist die 5 > -Trityl- 
schutzgruppe Qber einen weiteren aliphatischen Linker und eine DfsuJfidbrucke gebunden. Nach Synthese der beiden 
Einzetetrange, Emtfemen der Schutzgruppen und Hybridisierung der komplementaren Oligoribonukleotide gelangen 

& die entstehenden Thiolgruppen in raumOche Nach barsch aft zuelnander. Durch Oxidation warden die Einzelstringe 
Qber Ihre aliphatischen Linker und eine Disulfidbrtlcke mitelnanderverknOpft. Anschllefiend erfolgt Reinigung mlt Hilfe 
derHPLC. 

Vorbereitung der Zellkulturen: 

30 

[0049] Die Zellen wurden in DMEM mit 4,5 g/l Glucose, 10 % fdtaJem Rinderserum unter 7,5 % COj-Atmosphare 
bei 37°C in Kutturschalen inkublert und vor Erreichen der Konfluenz passagierL Das Abldsen der Zellen erfblgte mit 
Trypsin/EDTA. Zur Vorbereitung der Mikroinjektion wurden die Zellen in Petrischalen uberfuhrt und bis zu Bildung von 
Mikrokolonien welter inkubieri 

Mikroinjektion: 

[0047] Die Kutturschalen wurde zur Mikroinjektion fur ca. 10 Minuten aus dem Inkubator genommen. Es wurde in 
ca. 50 Zellkerne pro Ansatz innerhalb eines markierten Bereichs unter Verwendung des Mikroinjektionssystems AIS 

<o der Firma Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland einzeln injiziert Anschlie&end wurden die Zellen weitere drei Stunden 
inkubiert. Fur die Mikroinjektion wurden BorosiOkat-Glaskapillaren der Firma Hilgenberg GmbH, Malsfeld, Deutschland 
mit einem SpHzendurchmesser unter 0,5 \in\ vorbereitet Die Mikroinjektion wurde mit einem Mikromantpulator der 
Firma Narishige Scientific Instrument Lab., Tokyo, Japan durchgefuhrt. Die Injektionsdauer betrug 0,8 Sekunden, der 
Druck ca. 100 hPa. FOr die Transfektion wurde das Plasmld pCDNA-YFP verwendet, das ein ca. 800 bp groGes Bom HI/ 

4B EcoRI-Fragment mlt dem Gen des YFP Im Vektor pcDNA3 enthait. Die in die Zellkerne Injbierten Proben enthlelten 
0,01 pg/pJ pCDNA-YFP sowle an Dextran-70000 gekoppettes Texas-Rot in 14 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM KP0 4 , pH 
7,5. ZusStzlich wurden ca. 100 pi RNA mlt einer Konzentration von 1 \M t bzw. 375 jxM im Fall derL-dsRNA, zugegeben. 
[0048] Die Zellen wurden bei Anregung mit Licht der Anregungswellenlange von Texas- Rot, 568 nm, bzw. von YFP, 
488 nm, mittels eines Fluoreszenzmikroskops untersucht Elnzelne Zellen wurden mittels einer digitalen Kamera do- 

so kumentiert Die Figuren 4 a - e zeigen das Ergebnis fur NIH3T3-Zellen. Bei den in Fig. 4 a gezeigten Zellen ist sen- 
se-YFP^ssRNA, In Fig. 4 b e/rf/sense-YFP-ssRNA, In Fig. 4 c dsRNA-YFP, In Fig. 4 d kelne RNA und in Fig. 4 e L- 
dsRNA injiziert worden. 

[0048] Das Jewells llnke Feld zelgt die Fluoreszenz von ZeQen, die mtt 568 nm angeregt wurden. Rechts ist die 
Fluoreszenz dereelben Zellen bei Anregung mit 488 nm zu sehen. Die Texas-Rot-Fluoreszenz aller dargesteltten Zellen 
ss zeigt, daft die Injektionsldsung erfblgreich in die Zellkerne appliziert wurde und getroffene Zellen nach drei Stunden 
noch lebendig waren. Abgestorbene Zellen zeigten kelne Texas-Rot-Fluoreszenz mehr. 

[0050] Die Jewells rechten Felder der Figuren 4 a und 4 b zeigen, daft die Expression des YFP bei InJekUon der 
einzelstrartglgen RNA in die Zellkerne nicht sichtbar Inhibiert wurde. Das rechte Feld der Fig. 4 c zelgt Zellen, deren 



7 



EP 1 144623 B1 



10 



15 



20 



30 



35 



50 



65 



Liters tun 
[0051] 



Re* 21^^07 ( } " °" SOnucleoht,e crcularlzafionbytemptete-dirBcted chemical iftan. n£Z£ 
2. !^ ^SSS^ AR (1995) " CirCU,afeafi0n * «*™-"«- by disulfide bridge fom^n. 

UU.2.R., Sarguell, B. & Smith, C.W. (1998). Detection of a nowei atp-h™~^^ 

splice sKe-U1 small nuclear RNA duoteThv kh 8 '^ ep8rKter,t cro58 - |lnk « 1 Protein at the? 

691CW920. UpteX by ""rtWene Remediated photo-cross-linking. Mo/. Ceff. Biol. 18, 

■» 

"*"*■ <,M8) - <** (RNA) by wapta. synthase Cta* ar. j. s, J077-20K. 



8 



EP1 144 623 B1 



Wengel, J. (1999). Synthesis of 3'-C- and 4'-C-branched oligodeoxynudeotides and the development of locked 
nucleic acid (LNA). Ace. Chem. Res. 32, 301 -310. 

Zwieb, ft, Ross, A., Rlnke, J., Melnke, M. & Brimacombe, R. (1 978). Evidence for RNA-RNA cross-link formation 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

[0052] 

w 

<1 10> Kreutzer Dr. f Roland 
Ummer Dr., Stephen 

<1 20> Verfahren und Medikament zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Gens 
<130> 400968 
13 <140> 
<141> 

<160> 199 03 713.2 
<151> 1999-01-30 
<160> 199 66 566.6 
20 <151> 1999-11-24 

<160>8 

<170>PatentinVer.2.1 
<210> 1 
<211>45 
25 <212>DNA 

<2 1 3> KQnstllche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: EcoRI-Schnittstelle, T7-RNA-Polymerasepromotor 
<400>1 

30 

ggaattctaa tacgactcac tatagggcga tcagatctct agaag 45 



<210>2 
35 <211> 50 

<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: 
*o BamHI-SchnittsteDe, SP6-RNA-Polymerasepro motor 

<400>2 



gggatccatt taggtgacac tatagaatac ccatgatcgc gtagtcgata . 50 

45 

<210>3 
<211>340 
<212> RNA 
so <213>K0nstiiche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kunstl ichen Sequenz: RNA, die einer Sequenz bus der "positive control DNA" des HeLaS- 

cribe Nuclear Extract in vitro Transkriptionskrts der Firma Promega entspricht 

<400>3 

65 
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ucagaucucu agaagcuuua augcgguagu uuaucacagu. uaaauugcua acgcagucag 60 
ocaccgugua ugaaaucuaa. caaugcgcuc aucgucaucc ueggcaccgu cacccuggau 120 
gcuguaggca uaggcuuggu uaugccggua cugccgggcc ucuugcggga uaucguccau 180 
ucc^cagca.ucgccaguca. cuauggcgug cugcuagcgc uauaugcguu gaugcaa^uu 240 
cuaugogcac ccguucucgg agcacugucc gaccgcuuug gccgccgccc aguccugcuc 300 
arcuucgcuac uuggagccac uaucgacuae gcgaucaugg 34 Jj 



<210>4 
<211> 363 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 



tcagatctct agaagcttta atgc^t ttatcacagt taaattgcta acgcagec<lff 

ffcacegtgta tgaaatctaa caatgcgctc atcgtcatcc tcggcaccgt caccctggat 120 
sctgtaggca taggcttggt tatgccggta ctgccgggcc tcttgcggga tatcgtccat 180 
tccgacagca tegccagtca ctatggcgtg ctgctagegc tatatgcgtt gatgcaattt 240 
ctatgcgcac ccgttctcgg agcactgtcc gaccgctttg gccgccgccc agtcccgctc 300 
gcttcgctac ttggagccac tatcgactac gcgatcatgg cgaccacacc cgtccegtgg 360 

363 

<210> 5 
<211»315 
<212> RNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 

<223> BaschreibunB der kOnetlichen Sequent Sequenz bub dem YF*Ge„ 

auggugagca^ a gggcgagga, : gcuguucacc gggguggugc ccauccuggu cgagcuggac 60 
ff gcgacguaa ,cggccacaa guucagcgug" ucc*gcgagg gcgagggcga ugccaccu*: i 20 

Z^Zl CCCUffaafluu ' cm ™°* ac acq??CM9C «0 

cucgugacca. cccugaccua cggcgugcag ugcuucagcc gcuaccccga ccacaugaag 240 

Z~ I™ - cuuc 300 

3iS 



<210>6 
<211>52 
<212> DNA 

<213> Kunstliche Sequenz 
<220> 
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<400>6 

ggaattetaa tacgactcac tatagggcga atggtgagca agggcgagga gc 52 

6 

<210> 7 
<211> 53 
<212> DNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
10 <220> 

<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: BarnHI-Schnittstelte, SP6-RN A-Potymerasepnamotor, komplemen- 

tarer Bereich zum YFP-Gen 

<400>7 

15 

gggacccatt taggtgacac tatagaatac gccgtcgtcc -ttgaagraaga tgg 53 

<210>8 
<211> 21 
2D <212> RNA 

<213> KQnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: RMA, die einer Sequenz aus dem YFP-Gen entspricht 
<400>8 

25 

ucgagcugga cggcgacgua a 21 



30 

Paten tansp rG ch e 

1. Verfahren zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens in einer Zelle in vitro, wobei ein Oligoribo- 
nuideotid von aus zwei separaten RNA-Elnzelstrangen gebildeter doppelstrangiger Struktur (dsRNA) in die Zelle 

3$ eingefuhrt wird, wobei ein Strang der dsRMA einen zum Zielgen komplementaren Bereich aufweist, 

dadurch gekennzelchnet, daft 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweiat. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei die dsRNA in micellare Strukturen, vorzugsweise in Liposomes eingeschloasen 
40 wird. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die dsRNA in viraie naturliche Kapside oder in auf 
chemischem oder enzymatischem Weg hergestelite kunsHiche Kapside oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlossen wird. 

45 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das Zielgen In eukaryontischen Zellen exprimiert 
wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt 
so ist: Onkogen, Cytokin-Gen, Id-Protein-Gen , EntwicWungsgen, Prtongen. 

6- Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei das zielgen in pathogenen Organismen, vorzugs- 
weise in Plasmodien, exprimiert wird. 

55 7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, wobei das zielgen Bestandteil eines virus oder Viroids 1st. 

6. Verfahren nach Anspruch 7, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid 1st. 
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«. Verfahren nach Anspruch 7, wcbei das Virus oder Viroid ein tier- oder pfiareenpathegenes Virus oder Viroid *. 
10 Verfeh j nach einem der vorhergehenden Ansprflche. wcbei die dsRNA abschnrttsweise doppeletrangig eusge- 

sche VerknOpfung/en erhoht wird. vorzugsweise zwei, wertere chemi- 

13. verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprflche. wobei die chemische VenmuDfuna dim* ein* i™» tente 
WaaJs- oder Stapelungswechselwirkunaen. oder durch MetalHonenkoordination gebLt wW 

14 " 6 S der vorhergehenden Ansprflche, wobei die chemische verknupfung an mindestena einem 

vorzugawe.se an bcden, Enden der doppelstrangigen Struktur hergestellt wird. minaesrcna einem, 

15. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprflche. wobei die chemische Verknupfung rrdttets airier oder mrt 

l£ZZS!T ein T^ VOrt1ergehenderl An8prQche ' «*» Chemische Verknupfung durch in die doppelst. 
rangigeStmWureingeluhrteAzabenzoleinheitengebildetwird. oieooppeisj- 

18 ' rSSr^^!^^' VOrh8rBeh6nden wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelst. 

ranggen Struktur anstelto von Nukleotiden benuWen verzwefgten NukJeotktenaloga gebSdrtSid 

19. Verfahren nach einem der vomergehenden Ansprflche. wobei zur Hereteilung der chemischen Verknflnfi.no m,n 

(2-chlorethyO -amin; N-acetyl-N'- (fvglycxyt-benzoylH^tamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

201 lEJ^S einem t f er « Jrt ' e 'Beh«"«len Ansprflche, wobei. die chemische Verknupfung durch an den Enden 
der doppelstrangigen Struktur angebrachte ThiophosphoryKSruppen gebildet wird. 

21 * ^nT^cfT t 6 ' T*"™** 1 *" Ansprflche. wobei die chemische Verknupfung an den Enden der doo- 
petetrangigen Struktur durch Tripelhelix-Bindungen hergesteOt wird. erQOp 

^R^iTfj r"* 1 ^" o? d6n ^P^- ™»»' mindestens eine ^Hydrcxylgruppe der Nukleotide 
23 ^7 T*f"7 der vorhemehenden Ansprflche. wobei mindestens ein NukJeotid In mindestens einem 
^ e,nern * r vwhefgetenden Ansprflche. wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus 

25. Verfahren nach einem der vortiergehenden Ansprflche. wobei das HQilprotein vom Pdyomavirus abgeletet 1st. 
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27. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kepsldartigen Ge- 
b I Ides aus dam Hullproteln die sine Sefte zum Inneren das Kapsids oder kapsldartigen Gebildes gewandt 1st 

28. Verfahren nach einem der vortiergehenden Anspruche, wobeJ ein Strang der dsRNA zum prlmaren oder prozes- 
s sierten RNA-Transkript des Zieigens komplementar iat. 

29. Verfahren nach einem der vortiergehenden Anspruche, wobei die Zelle eine Vertebratenzeile oder eine mensch- 
licheZelleist. 

10 30. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsR- 
NAs in die Zelle eingefuhrt warden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise (complementer zu 
Jewells einem von mlndestens zwei verschledenen Zielgenen 1st. 

31. Verfahren nach einem der vortiergehenden Anspruche, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

15 

32. Medikament mrt mindestens einem Oligoribonukleotid von doppelstrangiger aus zwei separator RNA-Einzelstran- 
gen gebildeter Struktur (dsRNA) zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zieigens, wobei ein Strang 
der dsRNA einen zum Zielgen komplemenftaren Bereich aufweist, 

dadurch gekennzeichnet, daft 
20 der komplementere Bereich wenlger a Is 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

33. Medikament nach Anspruch 32, wobei die dsRNA verpackt in miceOare Strukturen, vorzugsweise in Uposomen, 
vorliegt. 

25 34. Medikament nach einem der AnsprQche 32 oder 33, wobei die dsRNA In vlrale natOrliche Kapslde oder in auf 
chemischem oder enzymatischem Weg hergestellte kOnstliche Kapslde oder davon abgeleitete Strukturen einge- 
schlossen ist. 

35. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 34, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar ist. 

30 

36. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 35, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgewahlt ist: 
Onkogen, cytoHn-Gen, Id-Protein-Qen, EntwicWungsgen, Priongen. 

37. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 36, wobei das Zielgen in pathogenen Organismen, vorzugsweise 
35 in Rasmodien, exprimierbar ist. 

38. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 37, wobei das zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

39. Medikament nach Anspruch 38, wobei das Virus ein humanpathogenes Virus oder Viroid ist. 

40 

40. Medikament nach Anspruch 38, wobei das Virus Oder Viroid ein tierpathogenes Virus oder Viroid ist 

41 . Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 40, wobei die dsRNA abschnittsweise doppeistringig ausgebildet 
ist 

46 

42. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 40, wobei die En den der dsRNA modifiziert werden, urn einem 
Abbau in der Zelle oder einer Dlssozietion In die Einzelstrdnge entgegenzuwf rken. 

43. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 42, wobei der durch die komplementfiren Nukleotidpaare bewlrkte 
so Zusammenhalt der doppelstrangigen Struktur durch mindestens eine, vorzugsweise zwei, wettere chemische Ver- 

knOpfung/en erhtiht wird. 

44. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 43, wobei die chemische VerknQpfung durch eine kovalente oder 
ionische Bindung, eine Wasserstolfbruckenbindung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 

65 Waals- oder Stapelungswechselwirkungen, Oder durch Metall-lonenkoordination gebildet wird. 

45. Medikament nach einem der Anspruche 32 bis 44, wobei die chemische VerknQpfung an mindestens einem, vor- 
zugsweise an belden, En den der doppelstrangigen Struktur hergesteltt wird. 
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thyl>-amin; P^cetyl-N-^pglyoxyl-benzoyl^cyBtBmin; 4-ThiouradI- PsoraJ ajpp8f1 ' vor2U8sweise B«-{2-chlciB- 

52. Medikament nach einem der AnsorOche 32 his *51 wn hd hj« „k » ^_ t , , 

stringigen Struktur vonjeseh^S „S ^ VW "* taB B " de " E " den ** 

53. Medikament nach einem der AnsorQchs 32 hi* «k> **«k»s ~ { ~j~w 

enetzl tsrt. * 6 chemi6che Grupi». vorzugsweise eine Z-Ardno- Oder eine 

to, chemisch moSzierton ZucierSt «»t einem, vorzugsweise durch eine Z-O. ^ethylenbruk 

55. Medikament nach einem der Ansprttehe 32 bis 54 wobei die dsRNA » n 

'™^^*9eleHetB. 0 d^ e J TO " *™ Virus stanv 

davonumgebenist WB ^ IWwrateH w | P r ^eingebunderi,damita8so2iiertoder 



56. Medikament nach einem der Answuche 32 hi« kk ^ um 

«nspnjcne 32 bis 66, wobei das Hullprotein vom Polyomavirus abgeleitet 1st 

•l «Ml^n^An 8pn «61.^ el ^ derailgmd „ p|(R ^ efliiit 
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pathogenen Virus oder Viroids 1st, 
dadurch gekennzeichnet, daQ 

der kcmplementare Bereich weniger a!s 25 eufeinanderfolgende Nukieotidpaare aufweist 
s 64. Wirkstoff nach Anspruch 63, wobei das Zielgen in eukaryontischen Zellen exprimierbar 1st. 

65. Wirkstoff nach Anspruch 63 oder 64, wobei die daRNA abschnittsweise doppelstrangig ausgebildet ist 

68. Wirtcstoff nach einem der Anspruche 63 bis 65, wobei die Enden der dsRMA modrfiziert worden, um einem Abbau 
10 in der Zelle oder einer Dissozietion in die Einze! strange entgegenzuwirken. 

67. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 66, wobei der durch die komplementiren Nukieotidpaare bewlrkte 
Zusammenhalt der doppelstrangigen Struktur durch mlndestens eine, vorzugsweise zwei, weitere chemisctie Ver- 
knupfung/en erhoht wind. 

15 

66. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 67, wobei die chemiache Verknupfung durch eine kovalente oder 
ionlsche Bindung, eine WasseratoffbrOckenblndung, hydrophobe Wechselwirkungen, vorzugsweise van-der- 
Waals- oder Stapelungswechselwirkungen, oder durch Metall-lonenkoordi nation gebildet wird. 

20 69. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 69, wobei die chemische Verknupfung an mindestens einem, vorzugs- 
weise an beiden, Enden der doppelstrangigen Struktur hergestellt wlrd. 

70. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 69, wobei die chemische Verknupfung mitteis einer oder mehrerer 
Verbindungsgruppen gebildet ist, wobei die Verbindungsgruppen vorzugsweise Poly-(oxyphosprunicooxy-1 ,3-pro- 

26 pandiol)-und/oder Potyethylenglycol-Ketten sind. 

71 . Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 70, wobei, die chemische VerknupHing durch in der doppelstrangigen 
Struktur ansteile von Purinen benutzten Purinanaloga gebildet ist. 

30 72. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 71 , wobei die chemische Verknupfung durch in die doppelstrangige 
Struktur eingeschaltete Azabenzoleirtheiten gebildet ist. 

73. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 72, wobei die chemische Verknupfung durch in der doppelstrangigen 
Struktur ansteile von NuWeotiden benutzten verzweigten Nuldeotidanaloga gebildet ist. 

36 

74. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 73, wobei zur Hersteilung der chemlschen VerknQpHing mJndestenes 
eine derfolgenden Gruppen benutzt wird: Methylenblau; bifunktionelle Gruppen, vorzugsweise Bis-(2-crilorethy1)- 
emin; Nnaoetyt-NHpglyoxyl-benzoyl>-cystamin; 4-Thiouracil; Psoralen. 

40 75. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 74, wobei die chemische Verknupfung durch an den Enden der dop- 
pelstrangigen Struktur vorgesehene Trtiophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

76. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 75, wobei die chemische Verknupfung an den Enden der doppelstran- 
gigen Struktur vorgesehene Tripelhelix-Bindungen sind. 

46 

77. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 76, wobei mindestens eine 2-Hydroxylgruppe der Nukleotide der dsR- 
NA in der doppelstrangigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2 , -Amlno- oder eine 2*- 
Methylgruppe, ersetzt ist. 

so 78. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 77, wobei mindestens ein Nukleotid in mindestens einem Strang der 
doppelstrfinglgen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vor-. zugsweise durch eine 2 1 -0, 4'-C-Methylenbr0k- 
ke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

79. Wirkstoff nach einem der Anspruche 63 bis 76, wobei ein Strang der dsRNA zum primfiren oder prozessierten 
65 RNA-Transkript des Zielgens komptementar ist 

60. Wirkstoff nach einem der AnsprOche 63 bis 79, wobei darin mindestens zwei vonelnander verschledene dsRNAs 
enthatten sind, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise kompiemerrtfir zu Jewells einem von 
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mindestens zwei verschiedenen Zielgenen ist 

81 ' SZSSlir °' i u^r lde0tidS VOn ^PP^fl^ au5 zwei separaten RNA-Bnzetetrfingen geWldeter 
StnMuKdsRNA) rur Herstellung eines Medikaments Oder Wirkstoffe zur Hemmung der Expression einesvo^ 

ESS SSSS?;^" 8 *!" ZUm 2e ' 9en ^PtemerJn BerSHSwe^ 

der komplementare Bereich weniger a Is 25 aufeinanderfolgende Nukteotidpaare aufweist 

lS dUn9 ^ An8PmCh 81 ' W0b6i dfe Verpactt in "to*™ Struktumn, vorzugsweise in Liposomen, 

83 nach einem der AnsprtJche 81 Oder 82, wobel die dsRNA In virate naturtiche Kapslde Oder in auf 

che^em Oder enzymafschen, Weg hergesteilte kunsfliche Kapslde Oder davon abgeleitete Strukluren eSngt 

84. Verwendung nach einem der AnsprGche 81 bis 83. wobei das Zelgen in eukaryontischen Zellen exprirnierbar id. 

87. Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 86. wobei das Zielgen Bestandteil eines Virus oder Viroids ist. 

88. Verwendung nach Anspruch 87. wobei das Virus ein humanpathogenes Virus Oder vlroid ist. 

89. VerwwTdungnachAr^rutf 

90. Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 89, wobei die dsr^at^nittsweisedopr^lstringlgausBebildet 
In der Zelle Oder erner Dissozlation In die Einzelgtrange entgegenzuwirken. 

TSSZL^ ? ^ SP ^ e 81 bi3 91 ' wobelder ^rch die NuMeotldpaare bewfrkte Zusammenhalt 
eteSsT minde8ten8 VWZU88WBi88 "*■"» VerknOpfung/en 

93. Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 92, wobei die chemische VerknOpfung durch eine kovalerrte Oder 
M» I Bindung eine Wasseratoftbruckenbindung, hydrophobe T^gtSSt^ 
Waals- Oder Stapelungswechselwirkungen. oder durch MetelHonenkoKxdination geWldetfet 

94. Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 93. wobei die chemische Verknflplung an mindestens einem vor- 
zugswe.se an beiden, Enden der Awelstra^igen Slniktur hergestellt Ist 

95. Verwendung nach einem der Anspriiche 81 bis 94. wobei die chemische VerknOpfung mittels elner oder mehrerer 

971 -r^ 9 raCh J; inem derAnsprQche 81 Ws »■ chemische VerknOpfung durch in die doppeiatrangi- 

genStmldureirigefOhrteAzaDerizoleinheitengebildetist. ooppewirangi 

W ' "** einem d6r 81 Ws 87. wobei die chemische VerknOpfung durch in der doooelstran- 

gigen Struktur anstelle von Nukteotiden benutzten verzwelgten Ntfteatktanafagtm™ *L 
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99. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 98, wobei zur Henjtellung der chemischen Verknupfung mindeste- 
nes eine der folgenden Gruppen benutzt wfrd: Methylenblau; blfunktlonelle Gruppen, vorzugsweise Bis- (2-chlo- 
rethyl) -amin; N -acetyl -N 1 - (p-glyoxyi-benzoyl)-cystBmin; 4-Thiouracll; Psoralen. 

100. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 99, wobei die chemische Verknupfung durch an den Enden der 
doppetetrBnglgen Struktur angebrachte Thlophosphoryl-Gruppen gebildet ist. 

101 .Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 100, wobei die chemische Verknupfung an den Enden der dcp- 
petetrangigen Struktur durch Tripelhellx-Bindungen hergesteOt ist 

1 02. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 101 , wobei mindestens eine 2 , -Hydroxylgruppe der Nukleotide der 
dsRNA in der doppelstringigen Struktur durch eine chemische Gruppe, vorzugsweise eine 2-Amlno- oder eine 
2'-Methylgruppe, ersetzt ist. 

103. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 102, wobei mindestens ein Nukieotid in mindestens einem Strang 
der doppelstrangigen Struktur ein "locked nucleotide" mit einem, vorzugsweise durch eine 2'-0, 4'-C-Meihylenbruk- 
ke, chemisch modifizierten Zuckerring ist. 

104. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 103, wobei die dsRNA an mindestens ein von einem Virus stam- 
mendes, davon abgeieitetes oder ein synthetisch hergestelltes virales Hullprotein gebunden, damit assoziiert oder 
davon umgeben ist 

105. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 104, wobei das Hullprotein vom Polyomavirus abgeieitet ist. 

106. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 105, wobei das Hullprotein das Virus-Protein 1 (VP1) und/oder 
das Virus-Protein 2 (VP2) des Polyomavirus enthdlt. 

107. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 108, wobei bei Bildung eines Kapsids oder kapsidartigen Gebildes 
aus dem Hullprotein die eine Seite zum Inneren des Kapsids oder kapsidartigen Gebildes gewandt ist. 

108. Verwendung nach einem der Anspruche 61 bis 107, wobei ein Strang der dsRNA zum primarenoderprozessierten 
RNA-Transkript des Zielgens komptementar ist 

109. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 108, wobei die Zelle eine Vertebratenzeile oder eine menschliche 
Zelle ist. 

1 10. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 109, wobei mindestens zwei voneinander verschiedene dsRNAs 
verwendet werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschnittsweise komplementdr zu Jewells einem von 
mindestens zwei verachiedenen Zielgenen ist. 

111. Verwendung nach Anspruch 110, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist. 

112. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 111, wobei das Medikament in die Blutbahn oder das Interstitium 
des zu therapierenden Organismus injizierbar ist, 

11 3. Verwendung nach einem der Anspruche 81 bis 112, wobei die dsRNAin Bakterien Oder Mikroorganismen aufge- 
nommen 1st. 

114. Verwendung eines Vektors zur Kodierung mindestens eines Oiigoribonuldeotids von doppelstrdngiger aus zwei 
separaten RNA-Einzelstrangen gebildeter Struktur (dsRNA) zur Herstellung eines Medikaments oder Wirkstoffs 
zur Hemmung der Expression eines vorgegebenen Zielgens, wobei ein Strang der dsRNA einen zum Zlelgen 
komplementaren Bereich aufweist, 

dadurch gekennzelchnet, daft 

der komplementare Bereich weniger als 25 aufeinanderfolgende Nukleotidpaare aufweist. 

11 5. Verwendung nach Anspruch 114, wobei das Zielgen in eukaryonttechen Zeilen exprimierbar ist. 

1 1 6. Verwendung nach Anspruch 114 oder 115, wobei das Zielgen aus der folgenden Gruppe ausgew&hit ist: Onkogen, 
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CytoWn-Gen, Id-Protein-Gen, EntwtaHungsgen, Priongen. 

117.VenvemJung nach einem derAnspruche 114 bis 116. wobei das Zielgan inpathogenen Organismen. vorzugsweise 
in Rasmodien, exprimierbar Ist. 

118-Veiwendung nach einem der Ansprflche 114 bis 117, wobei dasZelgen Bestandteil eines Virus oderVIrolds ist 

119. Verwertdung nach Anspmch 118, wobei das Virus ein humanpathogenes Viais oder Viroid ist 

120. Verwendung nach Anspruch 118. wobei das Virus oder Viroid ein tier- oder pflanzenpathogenes Virus oder Viroid 
ist 

121. Veiwendung nach einem derAnspruche 114 bis 120. wobei die dsRNA abschnlttswelse doppelstrangig ausgebil- 

122. Veiwendung nach einem derAnspruche 1 14 bis 121 . wobei ein Strang der dsRNAzum primeren oder prozessier- 
ten RNA-Transkript desZielgens komplementar Ist 

123- Veiwendung nach einem derAnspruche 114 bis 122. wobei dieZelle eine VertebratenzeUe odereine menschiiche 
Zelle fSt 

124- Verwendung nach einem derAnspruche 114 bis 123, wobei mindestenszwei voneinander verechiedene dsRNAs 
verwendet werden, wobei ein Strang jeder dsRNA zumindest abschrtittsweise komplementar zu Jeweils einem von 
rrandestens zwei verschiedenen Zielgenen ist 

125.Verwendung nach Anspmch 124, wobei eines der Zielgene das PKR-Gen ist 
Claims 

1. Method for inhibiting the expression of a given target gene in a cell in vitro, where an oligohbonucleotide with 
double-stranded structure (dsRNA) formed by two separate RNA single strands is introduced Into the cell, where 
one strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene, 

characterized in thai 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

2. Method according to claim 1 , where the dsRNA is enclosed by micellar structures, preferably by liposomes. 

3- Method according to either of the preceding claims, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by 
chemically or enzymaticaily produced artificial capsids or structures derived therefrom. 

4. Method according to one of the preceding clams, where the target gene is expressed in eukaryotic cells. 

5. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is selected from the following group- 
oncogene, cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

6. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is expressed in pathogenic organisms 
preferably in plasmodia. 

7. Method according to one of the preceding claims, where the target gene is part of a vine or viroid. 

8. Method according to claim 7, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

9- Method according to claim 7, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals or ohv- 
topathogenic. K 7 

10. Method according to one of the preceding claims, where segments of the ds RNA are In doubte-stranded form. 
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1 1 . Method according to one of the preceding claims, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation Into the single strands. 

12. Method according to one of the preceding claims, where the cohesion of the double-stranded structure, which Is 
s caused by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage 

(5). 

13. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic 
bond, a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal- 
to ion coordination. 

14. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is generated at at least one, preferably 
both, ends of the double-stranded structure. 

is 15. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being pdy(oxyphosphinioooxy-1 ,3-propanediol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

16. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by purine analogs used 
20 in the double-stranded structure in place of purines. 

17. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
Introduced into the double-stranded structure. 

26 18. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used In the double-stranded structure in place of nucleotides. 

19. Method according to one of the preceding claims, where at least one of the following groups is used for generating 
the chemical linkage: methylene blue; Afunctional groups, preferably bis(2-chloroetriyl)amine; N^acetyl-Nr-(p-gly- 

30 oxylbenzoyl)cystamine; 4-thiouracil; psoralen©. 

20. Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage Is formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded structure. 

35 21 . Method according to one of the preceding claims, where the chemical linkage at the ends of the double-stranded 
structure is formed by triple-helix bonds. 

22. Method according to one of the preceding claims, where at least one 2-hydroxyl group of the nucleotides of the 
dsRNA in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a Z-ami no or a Z-methyl group. 

40 

23. Method according to one of the preceding claims, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 2'-0, 4 -C- 
methylene bridge. 

45 24. Method according to one of the preceding claims, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded 
by, at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthet- 
ically. 

25. Method according to one of the preceding claims, where the coat protein is derived from polyomavlrus. 

so 

26. Method according to one of the preceding claims, where the coat protein contains the polyomavlrus virus protein 
1 (VP1) and/or virus protein 2 (VP2). 

27. Method according to one of the preceding claims, where, when a capsid or ca paid-type structure is formed from 
G5 the coat protein, one side faces the interior of the capsid or capsid-type structure. 

28. Method according to one of the preceding claims, where one strand of the dsRNA is complementary to the primary 
or processed RNA transcript of the target gene. 
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29. Method according to one of the preceding claims, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

30. Method according to one of the preceding claims, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
Introduced Into the cell, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to In each case 
one of at least two different target genes. 

31. Method according to one of the preceding claims, where one of the target genes is the PKR gene. 

32. Medicament with at least one oligoribonudeotlde with double-stranded structure (dsRNA) formed by two separate 
RNA single strands for inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has a 
region which is complementary to the target gene, 

characterized in that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

33. Medicament according to claim 32, where the dsRNA is enclosed by micellar structures, preferably by liposomes. 

34. Medicament according to either of claims 32 or 33, where the dsRNA is enclosed by natural viral capslds or by 
chemically or enzymatically produced artificial capsids or structures derived therefrom. 

35. Medicament according to one. of claims 32 to 34, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

38. Medicament according to one of claims 32 to 35, where the target gene is selected from the following group: 
oncogene, cytokin gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

37. Medicament according to one of claims 32 to 36, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms 
preferably in Plasmodia. ■ . 

38. Medicament according to one of claims 32 to 37, where the target gene is part of a virus or viroid. 

39. Medicament according to claim 38, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

40. Medicament according to claim 38, where the virus or viroid is a virus or viroid which is pathogenic for animals. 

41. Medicament according to one of claims 32 to 40, where segments of the dsRNA are In double-stranded form. 

42. Medicament according to one of claims 32 to 40, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract 
degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

43. Medicament according to one of claims 32 to 42, where the cohesion of the double-stranded structure, which is 
caused by the complementary nucleotide pairs, is increased byat least one, preferably two, further chemical linkage 



44. Medicament according to one of claims 32 to 43, where the chemical linkage is formed by a covalent or ionic bond 
a hydrogen bond, hydrophobic interactions, preferably van-der-Waais or stacking interactions, or by metal-ion" 
coordination. 

45. Medicament according to one of claims 32 to 44, where the chemical linkage is generated at at least one, preferably 
both, ends of the double-stranded structure. 

48. Medicament according to one of claims 32 to 45, where the chemical linkage is formed by means of one or more 
compound groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosphJnloooxy-1 ,3-propanediol) and/or poly- 
ethylene glycol chains. 

47. Medicament according to one of claims 32 to 46, where the chemical linkage is formed by purine analogs used in 
the double-stranded structure in place of purines. 

48. Medicament according to one of claims 32 to 47, where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
inserted into the doubtenstranded structure. 
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49. Medicament according to one of claims 32 to 48, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used In the double-stranded structure In place of nucleotides. 

60. Medicament according to one of claims 32 to 49, where at least one of the following groups is used for generating 
s the chemical linkage: methylene blue; Afunctional groups, preferably bis(2-chloroethyl)amlne; N-acetyl-N'-(p-gly- 

oxylbenzoyl) - cystamine; 4-thiouracil; psoralens. 

51. Medicament according to one of claims 32 to 50, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups 
provided at the ends of the double-stranded structure. 

w 

52. Medicament according to one of claims 32 to 51, where the chemical linkage are [sic] triple-helix bonds provided 
at the ends of the double-stranded structure. 

53. Medicament according to one of claims 32 to 52, where at least one 2'-hydroxyl group of .the nucleotides of the 
is dsRNA in the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2Vamino or a 2*-methyl group. 

54. Medicament according to one of claims 32 to 53, where at least one nucleotide in at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 2-0, 4-C- 
methylene bridge. 

20 

55. Medicament according to one of claims 32 to 54, where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded by, 
at least one viral coat protein which originates from a virus, is derived therefrom or has been prepared synthetically. 

56. Medicament according to one of claims 32 to 55, where the coat protein is derived from the polyoma virus. 

57. Medicament according to one of claims 32 to 56, where the coat protein contains the polyomavlrus virus protein 
1 (VP1) and/or virus protein 2 (VP2). 

58. Medicament according to one of claims 32 to 57, where, when a capsid or capsid-type structure is formed from 
30 the coat protein, one side faces the interior of the capsid or capsid-type structure. 

59. Medicament according to one of claims 32 to 58, where one strand of the dsRNA Is complementary to the primary 
or processed RNA transcript of the target gene. 

35 60. Medicament according to one of claims 32 to 59, where the cell is a vertebrate cell or a human cell. 

61. Medicament according to one of claims 32 to 60, where at least two dsRNAs which differ from each other are 
contained in the medicament, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each 
case one of at least two different target genes. 

40 

62. Medicament according to claim 61 , where one of the target genes is the PKR gene. 

63. Active ingredient with at least one oligoribonudeotide with double-stranded structure (dsRNA) formed by two sep- 
arate RNA single strands for inhibiting the expression of a given target gene, where one strand of the dsRNA has 

46 a region which is complementary to the target gene, and where the target gene is part of a phytopathogenlc virus 
or viroid, 

characterized In that 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 
so 64. Active Ingredient according to claim 63, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

65. Active ingredient according to claim 63 or 64, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

66. Active ingredient according to one of claims 63 to 85, where the ends of the dsRNA are modified in order to 
& counteract degradation in the cell or dissociation into the single strands. 

67. Active ingredient according to one of claims 63 to 66, where the cohesion of the double-stranded structure, which 
is caused by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical 
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linkage(s). 
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m ' J*? ln ^ ent *™f" g to one of **\™ 63 to 67, where the chemical Onkage is loaned by a covelent or ionic 
bond, a hydrogen bond, hydrophobic Interactions, preferably van^ier-Waals or stacking Interactions, or by metal- 
ion coordination. ' 



69. AcbVe ingredient according to one of claims 63 to 68, where the chemical linkage is generated at at least one 
preferably both, ends of the doubfcHrtranded structure. « ai least one, 

70. Active ingredient according to one of claims 63 to 69. where the chemical linkage is formed by means of one or 

Z!^r^^T^ COmpOUnd 9TOUPS prBfefably beinfl P^«yP^PHi^i«my^.3^opar«dtol) end/or 
poiyeinyiene glycol chains. 

71 " JSJESE T^ 9 ,^ ° fClaims63to 70 - wh8re chen *»' " n, «ge is formed by purine analogs 
used m the double-stranded structure in place of purines. 

if!fJ??? Cl l! r,t J ,C ^ 1 rdinfl 10 ° nB 01 ° laimS 63 to where the chemical linkage is formed by azabenzene units 
inserted into the double-stranded structure. 

73. Active ingredient according to one of daims 63 to 72, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide 
analogs used In the double-stranded structure in place of nucleotides. 

74. Active ingredient according to one of claims 63 to 73. where at least one of the following groups is used for gen- 

L^^LtrS "SL Be: ™ ,hyten9 WUe: bifUnCfi0n81 flroup8 ' preferab * Ws(2^loreethyl)aminerN- 
acetyl-N'-(p- B lyoxvlbenzoyl)cystamlne; 4-thiouracil; psoratene. 

75. Active ingredient according to one of claims 63 to 74, where the chemical Onkage is formed by thiophosDhcrvl 
groups provided at the ends of the double-stranded structure. wpmpwyi 

^ ^ITS ^S 10 ™ ° f dBlmS 63 *° 75, where the chemical linkage are trip^helix bonds provided 
at the ends of the doubte-etranded structure. «»»«~ 

77 J^^^ 8ccordir, B to one of <**™ 63 to 76, where at leest one 2'-hydroxyl group of the nucleotides of 
thedsRNA In the double-stranded structure « repiaced by a chemical grcup, p^bj a^mino 

n - ^Jy^^V' 63 to 77, where at least one nucleotides at least one strand of the 

rS^htle^et^ge 5 ' 8 ^ Chemically modHted - P^^biy by a 

79. Active ingredient according to one of claims 63 to 78. where one strand of the dsRNA is complementary to the 
primary or processed RIMA transcript of the target gene. ^pwmemary 10 me 

45 M ' iSS^ T^J? ^ 63 to 79, where at least two dsRNAs which differ from each otherare 
contafoed in the acbve ingredient, where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to 
in each case one of at least two different target genes. 

81 ^r ri C ' ig0nb !!l UCl80tid8 Wfth 'to^'^toa"^ structurefdsRNA) formed by two separate RNA single strends- 
iS, a SS? ment ° r active ,n 9'« ,iert ^ inhibiting the expression of a given target gene, where one 
strand of the dsRNA has a region which is complementary to the target gene 
characterized In that ' 
the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

8Z Use according to claim St. where the dsENA is enclosed by rrdceilar structures, preferably by liposomes. 

83. Use according to either of claims 81 or 82, where the dsRNA is enclosed by natural viral capsids or by chemically 
or enzymatJcally produced artificial capslds or structures derived therefrom. o oycnem.cai.y 
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84. Use according to one of claims 81 to 83, where the target gene can be expressed in eukaryotic cells. 

85. Use according to one of claims 81 to 84, where the target gene is selected from the following group: oncogene, 
cytokln gene, Id-protein gene, development gene, prion gene. 

86. Use according to one of claims 81 to 85, where the target gene can be expressed in pathogenic organisms, pref- 
erably in Plasmodia. 

67. Use according to one of claims 81 to 86, where the target gene is part of a virus or viroid. 

88. Use according to claim 87, where the virus is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

89. Use according to claim 87, where the virus or viroid Is a virus or viroid which is pathogenic for animals or prty- 
topathogenic. 

90. Use according to one of claims 81 to 89, where segments of the dsRNA are in double-stranded form. 

91 . Use according to one of claims 81 to 90, where the ends of the dsRNA are modified in order to counteract degra- 
dation In the cell or dissociation into the single strands. 

92. Use according to one of claims 81 to 91, where the cohesion of the double-stranded structure, which is caused 
by the complementary nucleotide pairs, is increased by at least one, preferably two, further chemical linkage(s). 

93. Use according to one of claims 81 to 92, where the chemical linkage is formed by a covalent or tonic bond, a 
2* hydrogen bond, hydrophobic Interactions, preferably van-der-Waals or stacking interactions, or by metal-ion co- 
ordination. 
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94. Use according to one of claims 81 to 93, where the chemical linkage is generated at at least one, preferably both, 
ends of the double-stranded structure. 

95. Use according to one of claims 61 to 94, where the chemical linkage is formed by means of one or more compound 
groups, the compound groups preferably being poly(oxyphosph!nicooxy-1 ,3-propanedio!) and/or polyethylene gly- 
col chains. 

98. Use according to one of claims 81 to 95, where the chemical linkage is formed by purine analogs used in the 
double-stranded structure In place of purines. 

97. Use according to one of claims 81 to 96, where the chemical linkage is formed by azabenzene units introduced 
into the double-stranded structure. 

98. Use according to one of claims 61 to 97, where the chemical linkage is formed by branched nucleotide analogs 
used in the double-stranded structure in place of nucleotides. 



99. Use according to one of claims 61 to 98, where at least one of the following groups Is used for generating the 
46 chemical linkage: methylene blue; biftinctlonal groups, preferably bis(2-chloroethyl)amine; N-acetyl-N'-fp-glyoxy- 
IbenzoyQ-cystamine; 4~thiouracil; psoralens. 

109. Use according to one of claims 81 to 99, where the chemical linkage is formed by thiophosphoryl groups attached 
to the ends of the double-stranded structure. 

so 

1 01. Use according to one of claims 81 to 100, where the chemical linkage at the ends of the double-stranded structure 
is formed by triple-helix bonds. 

102. Use according to one of claims 81 to 101, where at least one 2 > -hydroxyl group of the nucleotides of the dsRNA 
65 fn the double-stranded structure is replaced by a chemical group, preferably a 2-amino or a 2 , -methyl group. 

103-Use according to one of claims 81 to 102, where at least one nucleotide In at least one strand of the double- 
stranded structure is a locked nucleotide with a sugar ring which is chemically modified, preferably by a 2'-0, 4-C- 
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methylene bridge. 



m ^ M ^ ordi ^ one 81 to 103. where the dsRNA is bound to, associated with or surrounded by, at least 

one viral coat protein which originates from a virus. Is derived therefrom or has been prepared synthetically. 

105-Use according to one of claims 81 to 104, where the coat protein is derived from polyoma virus. 

106.Use according to one of claims 81 to 105. where the coat protein contains the polyomavirus vims protein 1 (VP11 
and/or virus protein 2 (VP2). 

107.1^ according to one of claims 81 to 106. where, when a capsid or capsid-type structure is formed from the coat 
protein, one side faces the interior of the capsid or cepsld-type structure. 

1 ^°^ r * t ° ° ne * I 1 to 107 > where one strand of the dsRNA is complementary to the primary or 
processed RNA transcript of the target gene. 

109. Use according to one of claims 81 to 108. where the ceD is a vertebrate cell or a human cell. 

1 1 0. Use according to one of claims 81 to 109. where at least two dsRNAs which differ from each other are used where 
at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case one of at least two different 
target genes. 

1 1 1-Use according to claim 110. where one of the target genes ia the PKR gene. 

U ^i^^^Vl^111 m ^ l ° !!!' the medicam8 ^ * Nectable into the bloodstream or into the 
interstitium of the organism to undergo therapy. 

113.Use according to one of claims 81 to 112, where the dsRNA is taken up into bacteria or microorganisms. 

1 U ^t^SS' *Z f^l? B i ° ne 0,i 9° ri °°™cleotide with doubte^stranded structure (dsBNA) formed by two 
separate RNA single strands for preparing a medicament or active ingredient for Inhibiting the expression of a 

Scte^T'ttaT 6 01 dSRNA ^ 3 re9i0n is complementary to the target gene. 

the complementary region has less than 25 successive nucleotide pairs. 

1 1 5. Use according to claim 114, where the target gene can be expressed In eukaryotic cells. 

116-Use according to claim 114 or 115, where the target gene is selected from the following group: oncogene cytokin 
gene. Id-protein gene, development gene, prion gene. u'-wflene, cytown 

1 18. Use according to one of claims 114 to 11 7, where the target gene is part of a virus or virokJ. 

119. Use according to claim 118, where the vims is a virus or viroid which is pathogenic for humans. 

^SthS'c! 9 to C ' Bim 118 ' " here th8virusor *«■ '8 8 virus or viroid which is pathogenic for animals or phy- 

121.Use according to one of claims 114 to 120, where segments of the dsRNA are In double-stranded form. 

^nZ^RH^™!^ !! 4 ,0 . 121 ' Wh8reor1e8trandof ,fle dsRNA is complementary to the primary or 
processed kna transcript of the target gene. 

123-Use acccrdinQ to one of deims 114 to 122, where the cell is a vertebrate ceil or a human ceO. 

124.Use according to one of claims 114 to 123. where at least two dsRNAs which differ from each other are used, 
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where at least segments of one strand of each dsRNA are complementary to in each case one of at least two 
different target genes. 

125. Use according to claim 125, where one of the target genes Is the PKR gene. 



Revendi cations 

1. Precede d'inhibition de Pexpression d'un gfene cible donn6 dans une cellule in vitro, dans lequel un oligoribonu- 
cleotide d'une structure double brin (ARNdb) formee de deux ARN simple brin separes est introdult dans la cellule, 
un brin de I 'ARNdb presentant une region complementaire du gene cible, 

caracterisl en oe que 

la region complementaire presente molns de 25 paires de nucleotides successives. 

2. Procede selon la revendication 1 , dans lequel r ARNdb est incorpore dans des structures micellaires, de preference 
dans des liposomes. 

3. Proc6de selon I'une des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est incorpore dans des capsides natu- 
relles vireles ou dans des capsides artificielles, prepares par vole chimique ou enzymetique, ou dans des struc- 
tures en derivant 

4. Precede selon Tune des revendications precedences, dans lequel le gfene cible est exprime dans des cellules 
eucaryotes. 

5. Procede selon rune des revendications precedentes, dans lequel le gene cible est seJedlonnd parmi le groupe 
suivant: oncogene, g£ne de cytokine, gfene cftd-proteine, g£ne de developpement, gene de prion. 

6. Proc6d6 selon rune des revendications precedentes, dans lequel le g&ne cible est exprime dans des organismes 
pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

7. Procede selon I 'une des revendications precedentes, dans lequel le g&ne cible est une composante d'un virus ou 
tfun virolde. 

a. Precede selon la revendication 7, dans lequel le virus est un virus ou un viroTde pathogene humain. 

9. Precede selon la revendication 7, dans lequel le virus ou le viroTde est un virus ou un virolde pathogene animal 
ou v£g6tal. 

10. Procede selon Puna des revendications precedentes, dans lequel I'ARNdb est realise en double brin sur certaines 
portions ou segments. 

1 1 . Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel les extremrtes de I'ARNdb sont modifiees pour 
oontrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

12. Procede seion rune des revendications precedentes, dans lequel la cohesion de la structure double brtn, occa- 
sionnee par les paires de nucleotides compiementaires, est renforcee par au moins une, de preference deux, autre 
(s) liaison(s) chimique(s). 

13. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel ta liaison chimique est formee par une liaison 
covalente ou lonique, une liaison par pontage d'hydrogdne, des interactions hydrophobes, de preference des 
interactions Van der Waals ou d'empilement, ou par une coordination lonique metalllque. 

14. Precede selon I'une des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est realises au niveau cfau 
moins une, de preference au niveau des deux extremites de la structure double brin. 

15. Procede selon Tune des revendications precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee au moyen <fun 
ou de plusieurs groupes de Daison, les groupes de liaison etant de preference des chalnes poly-(oxyphosphinico- 
oxy-1 ,3-propanedioi)- et/ou polyethytfenegfycol. 
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16. Precede selon rune dee revendJcetions precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par das analogues 
de purine uttises e la place de la purine dans la structure double brtn. 9 

17. ^^^onrune des reversions precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee par des motifs 
azaberaene introduits dans la structure double brin. 

18 t"* 0 " reventfiCati0ns P^^ntes, dans lequel la liaison chimique est formee par des analogues 
nudeotrd.ques ramrfies utilises * la place de nucleotides dans la structure double brin. B 

19. Precede selon rune des revendications precedentes. dens lequel on utilise au moins un des groupes suivants 
amine ! N-ecetyl^p^lyoxyHwizo^ oroerny., 

** ^«^ l °JL rU, !l 1 deS . reVendiCa,i0n8 Pr6c&3en,e8 ' dan8 te ^ el & Bafson chimique est formee par des groupes 
thiophosphoryle appliques eu niveau des extremes de la structure double brin. 

21 ^St 8 !! 0rl , '^l 63 revendfcaUons Precedentes, dans lequel la liaison chimique est formee au niveau des 
axtremrtfis de la structure double brin par des liaisons en triple h&ice. 

^ ^^T" C l iC8 ^ groupe 7-hydroxyie des nucleotides 

£ £m*2? brin HrOUPe ° himiqUe ' pr6f6renoe un 9«^P« 

23 ^^f,^ ''^e Jes revendications precedentes, dans lequel au moins un nucleotide «fau moins un brin de 

W - ^ — ^ chlmiquement. de preference 

241 n2n^„ ton ^ Jne ^ ™ ndica ! ions P«oed«ntes, dans lequel I'ARNdb est lie a, associ6 a ou entoure par au 
morns une prote.ne enveloppe wale provenant dun vires, derives de celuka ou fabriquee par voie synthetSque. 

^ 22 8el0n rUne ** revendicatons Pr^edentes, dans lequel la proteine enveloppe eat derivee (fun polyo- 

26 T^^^ZmL^^ *™ ^ la P"^~ ^"oppe contlent le proteine virele 

1 (VP1) ettou la proteine virale 2 (VP2) du potyomavtrus. 

271 ^,21 '' Une d f, 8 revendica,tona P****". dans lequei, lore de la formation dune capside ou dune 
to^UZZ dX^Sde * 18 PTOt6iTO enVel0PPe ' Un *** "* ,oum6 ^ mMeur de la capside ou de 

cnpt d ARN pnmaire ou traHe du gene cible. 
« 'c^^ me PBVendication8 Pontes, dans lequel la cellule est une cellule de vertebre ou une 

30 ^f^'™ J™ d6S ^loations Precedentes, dans lequel au moins deux ARNdb different* I'un de I'autre 
sontirrtrtxlurtsdans la cellule, un brin de cheque ARNdb etant complemenleire au moins sur certaines portions 
ou segments de respecBvement un d"au moins deux genes ciWes drfferents. ^ 

SO 

31. Prot*d* selon I'une des revendications prScSdentes, dans lequel un des g*nes cible est le gdne PKR. 

32. M^carroniOTn^rtanlt au moins un oligonucleotide (fune structure double brin (ARNdb) formfe de deux 
ARN simple brtn sSpards, destir* d inhiber rexpression (fun gtne cible donrt§, un brin de I'ARNdb prdserrtant une 

55 region compl^mentaire du gfene able, ^ ne 

caracterise en ce que 

la region complSmentaire prdsente moins de 25 palres de nucleotides successives. 
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33. Medicament selon la revendicetion 32, dens Iequel I'ARNdb est empaquete dans des structures micellaires, de 
preference des liposomes. 

34. Medicament selon Tune des revendications 32 ou 33, dans Iequel I'ARNdb est Incorpore dans des capsldes na- 
ff turelles vi rales ou dans des capsides artrficiei les , pr6par6es par voie chimique ou enzymalique, ou dans des struc- 
tures en derivant. 

35. Medicament selon rune des revendications 32 a 34, dans Iequel le gene able peut fitre exprim6 dans des cellules 
eucaryotes. 

10 

36. Medicament selon Puns des revendications 32 a 35, dans Iequel le gene cible est selectionne parmi le groupe 
suivant : oncogene, gene de cytokine, gene d1d-prot6lne, gene de deveioppement, gene de prion. 

37. Medicament selon rune des revendications 32 a 36, dans Iequel le gene cible peut 6tre exprim6 dans des orga- 
ns nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

38. Medicament selon Tune des revendications 32 a 37, dans Iequel le gene cible est une composante d'un virus ou 
cTun viroTde. 

20 39. Medicament selon la revendicetion 38, dans Iequel le virus est un virus ou un viroTde pathogene humain. 

40. Medicament selon la revendication 38, dans Iequel le virus ou le viroTde est un vims ou un viroTde pathogene animal . 

41 . Medicament selon I'une des revendications 32 a 40, dans Iequel I'ARNdb est realise en double brin sur certaines 
2* . portions ou segments. 

42. Medicament selon Tune des revendications 32 k 40, dans Iequel les extr6mrt6s de I'ARNdb sont modifiees pour 
contrer une degradation dans la cellule ou une dissociation en simples brins. 

30 43. Medicament selon I'une des revendications 32 a 42, dans Iequel la cohesion de la structure double brin, occasion- 
nee par les paires de nucleotides comp!6mentaires, est renforc6e par au moins une, de preference deux, autre 
(s) liajson(s) chJmique(s). 

44. Medicament selon Tune des revendications 32 a 43, dans Iequel la liaison chimique est formee par une liaison 
& covalente ou ionique, une liaison par pontage d'hydrog^ne, des interactions hydrophobes, de preference des 

interactions Van der Waals ou tf emblement, ou par une coordination ionique metallique. 

45. Medicament selon I'une des revendications 32 a 44, dans Iequel la liaison chimique est realise© au niveau cf au 
moins une, de preference au niveau des deux, extremites de la structure double brin. 

40 

46. Medicament selon Tune des revendications 32 a 45, dans Iequel la liaison chimique est formee au mcyen d'un ou 
de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chatnes poly-(oxyphosphinico- 
oxy-1 ,3-propanediol)- et/ou polyethylene glycol. 

46 47. Medicament selon I'une des revendications 32 a 46, dans Iequel la liaison chimique est formee par des analogues 
de purine utilises a la place de la purine darts la structure double brin. 

48. Medicament selon rune des revendications 32 a 47, dans Iequel la liaison chimique est formee par des motife 
azabenzene introduits dans la structure double brin. 

so 

49. Medicament selon I'une des revendications 32 a 48, dans Iequel la liaison chimique est formee par des analogues 
nucleotidiques ramifies utilises a la place de nucleotides dans la structure double brin. 

50. Medicament selon I'une des revendications 32 a 49, dans Iequel on utilise au moins un des groupes suivants pour 
former la liaison chimique: bleu de methylene; groupes blfonctionnels, de preference une bis-(2-chloro6thy1) 
amine ; N-acetyl-N'^p-glyoxyi-benzoyO-cystamlne ; 4-truouracile; psoralen©. 

51. Medicament selon rune des revendications 32 a 60, dans Iequel la liaison chimique est formee par des groupes 
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tWophosphcryte pwis au niveau das extreme da la structure double brin. 
" ^^^^ 

ou 2'-m^ SfrWtUre d0Ubte b " n ^ Broupe *^q"e, de preference U n gr^pe ?^rnir^ 

par un pent ?^.4'-C^^ P Un Cyde modifi « chimiquement. de preference 

55. Medicament selon l*une des revendicattons 32 a 54 dans lenun i-ARNWh »»+ ir* * 

62. Medicament aelon la revendicaHon 61. dans teqoel un des genes cibte est le gene PKR. 

pathegene vegetal, ^ 9 able 631 une ""W* tfun virus ou tfun viroTde 

caracterise en ce que 

la region complementaire presente tnoine de 25 paires de nucleotides successive*. 
64. Principe acW selon ,a revendication 63, dans leque, le g^ne cioie petf etre exprime dans des cMa. eucaryotes. 
" !J* M ' a TOV8r,diC8a0n 63 **« '*KNdb - an double brtn sur certain* pc^ons 

66. Principe actff selon Tune des revendlcations 63 a 65, dans leouel les extrtmftfe *, padi^wk . 

contrer une degradation dans la cel.ute ou une dis^ion en^n^^ ^ * ^ *"* >»» 

S^Zf^If -ans tequei la cohesion de la structure dcubte brin, occa- 
68. Principe actif selon rune des r^ndteatione 63 a 67. dans leoue, la .iaison chim^ue est torrne* par une Oateon 
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covalente ou ionique, une liaison par pontage cP hydrogens, das interactions hydrophobes, de preference das 
interactions Van der Waals ou d'empllement, ou par une coordination ionique metallique. 

69. Principe actif selon rune des revendications 63 k 68, dans lequei la liaison chJmlque est reaDs6e au niveau <fau 
s moins une, de preference au niveau des deux, extr6mit6s de la structure double brin. 

70. Principe actif selon Tune des revendications 63 a 69, dans lequei la liaison chimique est formde au moyen d'un 
ou de plusieurs groupes de liaison, les groupes de liaison etant de preference des chatnes poly-(oxyphosphlnico- 
oxy-1 ,3-propanediol)- et/ou poly6tnyl feneglycol . 

10 

71 . Principe actif selon Tune des revendications 63 a 70, dans lequei la Daison chimique est form6e par des analogues 
de purine utilises 6 la place de la purine dans la structure double brin. 

72. Principe actif selon Tune des revendications 63 k 71, dans lequei la liaison chimique est form6e par des motifs 
is azabenzene introduits dans la structure double brin. 

73. Principe actif selon I'une des revendications 63 k 72, dans lequei la Daison chimique est form6e par des analogues 
nucieottdiques ramifies utilises k la place de nucleotides dans la structure double brin. 

20 74. Principe actif selon I'une des revendications 63 a 73, dans lequei on utilise au moins un des groupes suivants pour 
former la liaison chimique : bleu de methylene ; groupes bifbnctionnels, de preference une bls-(2-chloroethyi) 
amine ; N-ac6tyl-N'-(p-glyoxyl-benzoyl)-cystamine ; 4-thiouracile; psoraiene. 

75. Principe actif selon I'une des revendications 63 a 74, dans lequei la liaison chimique est formee par des groupes 
26 thiophosphoryle prevus au niveau des extr6mit6s de la structure double brin. 

76. Principe actif selon I'une des revendications 63 k 75, dans lequei la liaison chimique est constitu6e par des liaisons 
en triple heiice au niveau des extremites de la structure double brin. 

30 77. Principe actif selon Tune des revendications 63 a 76, dans lequei au moins un groupe 2'-hydroxyle des nucleotides 
de i'ARNdb est remplace dans la structure double brin par un groupe chimique, de preference un groupe 7-amino- 
ou2 , -methyle. 

78. Principe actif selon I'une des revendications 63 6 77, dans lequei au moins un nucleotide (feu moins un brin de 
36 la structure double brin est un "nucleotide ferm6" pr6sentant un cycle sucre modifie chimiquement, de preference 

par un pont 2-0,4-C-methyiene. 

79. Principe actif selon Tune des revendications 63 6 76, dans lequei un brin de I'ARNdb est compiementaire du 
transcript <fARN primaire ou traite du gene cible. 

40 

80. Principe actif selon rune des revendications 63 k 79, darts lequei sont contenus au moins deux ARNdb differents 
Tun de I'autre, un brin de chaque ARNdb etant compiementaire au moins sur certain es portions ou segments de 
respective ment un d'au moins deux genes cibles differents. 

4* 61 . Utilisation d'un oligoribonucieotide dXine structure double brin (ARNdb) formee de deux ARN simple brin s6pares 
pour preparer un medicament ou un principe actif destine k inhiber rexpression d'un gene cible donn6, un brin de 
TARNdb pr6sentant une region compiementaire du g6ne cible, 
caracterisee en ce que 

la region compiementaire pr6sente moins de 25 paires de nucleotides successlves. 

50 

82. Utilisation selon la revendication 81, dans laquelle I'ARNdb est empaquete dans des structures mloel (aires, de 
preference des liposomes. 

83. Utilisation selon I'une des revendications 81 ou 82, dans laquelle i'ARNdb est incorpor6 dans des capsides natu- 
55 relies virates ou dans des capsides artiftcielles, prepar6es par voie chimique ou enzymatique, ou dans des struc- 
tures en derivant. 

64. Utilisation selon I'une des revendications 81 k 63, dans laquelle le gene cible peut fetre exprtm6 dans des cellules 
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eucaryotes. 



85 Lft, " li6atl ' on '"una revendications 81 a 84, dans laquatle le gane cibte <*H k »i«-«™„a 
sulvan, : oncogene. g,ne de cyloKlne. gene dlc-proleine. genii SE^T™ 

87 ' SSK*" PUne reVem,iCa " 0n8 81 ' M ' *"» ^ te °* ne ** « ™ ocnpcsante «fun virus ou 

88. Util.sa.lor, salon la rsvendlcatton 87, dans lequeOe le virus as. un virus ou un virolda pathogene humaln. 

89. ^^^™nd^ 

* J^t^T" reVend,Ca,i ° n8 81 * * ,at,Ue,te rARN * - — * *-* "nn sur certalnes 
liatonfsVchimi^) ast ranforcee par au mdns una. da prelercnce deux, aubefe) 

100-Uilisation salon Puna das revendlcations 81 a 89, dans laquelle la liaison chimin,*, f ^ 

thiophosphcryle appliques au nivaau das axtramrtas dalaT^Satn" ^ ^ ^ 

lOLUBDaalton selon Tune des revendlcations 81 a 100. dans laouelle la Hate™ ^mi«.« - . «. « 

extramttes de la Mature doubte brin par des Baton! Z 'JSKSl ^ ^ ^ *" 
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ou2 , -methyte. 

103. Utilisation selon Tune des ravendications 81 a 102, dans laquelle au moins un nucleotide <fau moins un brin de 
la structure double brin est un "nucleotide ferm6" presentant un cycle sucre modifie cWmjquement, de preference 

s par un pont 2'-0<4 -C-methyiene. 

104. Utilisation salon Tune des revendi cations 81 a 103, dans laquelle I'ARNdb est lie a, assode a ou entoure par au 
moins une proline enveloppe virale provenant d'un virus, d6rivee de celui-cl ou fabriqu6e par vole synthelique. 

10 105-Utilisation selon Fune des revendicatlons 81 a 104, dans laquelle la proteine enveloppe est derivee d'un pdyoma- 
vlrus. 

106. Utilisation selon rune des revendicatlons 61 £ 105, dans laquelle la proteine enveloppe contlent la proline virale 
1 (VP1) et/ou la prat^lne virale 2 (VP2) du polyoma virus. 

15 

107. Utilisation selon Tune des revendi cations 81 a 106, dans laquelle lors de la formation d'une capside ou d'une 
structure de type capside £ partir de la proteine enveloppe, un cfite est toume vers Hnterieur de la capside ou de 
la structure de type capside. 

20 1 08-Utilisation selon Tune des ravendications 81 a 1 07, dans laquelle un brin de I'ARNdb est compiementaire du trans- 
cript d'ARN primalre ou traite du gene cible. 

109. Utilisation selon Tune des revendicatlons 81 & 108, dans laquelle la cellule est une cellule de vertfibre ou une 
cellule humaine. 

25 

1 10. Utilisation selon Tune des revendicatlons 81 £ 109, dans laquelle au moins deux ARNdb diffe rents run de rautre 
sont utilises, un brin de chaque ARNdb etant compiementaire au moins sur certaines portions ou segments de 
respective ment un d'au moins deux genes cibles differents. 

30 n ^Utilisation selon la revendication 110, dans laquelle un des genes cible est le gene PKR. 

112.Utilisation selon Tune des revendicatlons 81 £ 111, dans laquelle le medicament peut elre Injecte dans le flux 
sanguin ou dans Hnterstitium de I'organisme sur lequel est realises la therapte. 

35 1 1 3. Utilisation selon Tune des revendicatlons 816112, dans laquelle I'ARNdb est recueilli dans des bacteries ou des 
mjcfoorganlsmes. 

1 1 4. Utilisation <fun vecteur de oodage d'au moins un oligoribonucieotide d'une structure double brin (ARNdb) formee 
de deux ARN simple brin separes pour fabriquer un medicament ou un prindpe actif destine a inhiber ('expression 
d'un gene cible donne, un brin de I'ARNdb presentant une region compiementaire cf un gene cible, 
caract6ris6e en ce que 

la region oomplementaire presente moins de 25 paires de nucleotides successive^. 

1 1 5. Utilisation selon la revendication 114, dans laquelle le gene cible peut fetre exprime dans des cellules eucaryotes. 

45 

1 16. Utilisation selon la revendication 1 14 ou 115, dans laquelle le gene cible est seiectionne parmi le groupe suivant : 
oncogene, gene de cytokine, gene d'ld-proteine, gene de ddveloppement, gene de prion. 

11 7. Utilisation selon rune des revendicatlons 114 £ 116, dans laqueOe le gene cible peut fetre exprime dans des orga- 
50 nismes pathogenes, de preference dans des plasmodies. 

1 18-Utilisaticn selon Tune des ravendications 1 14 a 117, dans laquelle le gene cible est une composante d'un virus ou 
(fun viroTde. 

& 1 1 9. Utilisation selon la revendication 118, dans laquelle le vims est un virus ou un viroide pathogene humain. 

120-Utilisation selon la revendication 118, dans laquelle le virus ou le viroTde est un virus ou un viroTde pathogene 
animal ou vegetal. 
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"■ssss skjsks. 1 r 121 • ,aque,te un wn * ^ - - 

"SZSSZ |,Un ° 1,68 reVendiC8ti0nS 114 6 122 ' *" te - - -* * vert** ou una 

^Utilisation selon la revendication 124, dans laqueOe un des genes able est le gene PKR. 
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Fig. 4 d 
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